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RESUMEN
Se realizó un estudio histológico del proceso de regeneración de brotes 
adventicios en hojas de Paulownia tomentosa cultivadas in vitro con el 
objetivo de determinar el mecanismo morfogénico que da lugar a los brotes 
regenerados. La formación de yemas adventicias se produce de forma directa 
a partir de células de la epidermis y subepidermis e indirecta a partir de 
células de las capas más externas del callo de cicatrización. La activación 
celular o desdiferenciación tiene lugar a partir de los 2-3 días de cultivo en 
medios con TDZ. Las divisiones que se producen en estas células dan lugar 
a la formación de meristemoides sobre los días 8-10, los cuales evolucionan a 
primordios de yemas mediante divisiones celulares organizadas. Sobre el día 
15 se observa el desarrollo de nuevos elementos vasculares que establecen 
las conexiones entre las yemas y el tejido vascular diferenciado en el seno 
del callo. En la evaluación del efecto del tiempo de aplicación de TDZ en la 
inducción de yemas adventicias se determinó que son necesarias al menos 2 
semanas en TDZ. Períodos de exposición superiores a 2 semanas incrementan 
el número de yemas pero disminuyen la longitud de las mismas. Por último, 
la incubación de los explantos en oscuridad afecta negativamente al proceso 
organogénico.
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ABSTRACT
A histological study of the adventitious buds regeneration process from 
in vitro cultivated leaves of Paulownia tomentosa in order to determine the 
mechanism leading to morphogenic regenerated shoots was performed. 
Adventitious bud occurs directly from cells of the epidermis and subepidermis, 
and indirectly from cells of the outer layer of the healing callus. Cell activation 
or de-differentiation takes place from the 2-3 days of culture in TDZ medium. 
The divisions that occur in these cells give rise to the formation of meristems 
on day 8-10, which evolve into bud primordia by organized cell divisions. On 
day 15 the development of new vascular elements that establish the connections 
between the buds and differentiated vascular tissue was observed. In a study 
on the effect of TDZ, a period of 2 weeks was considered necessary for bud 
induction. Higher exposure periods increased the bud number but its length 
decreased. Finally, incubation of the explants in darkness affects negatively to 
the organogenic process.
Key words: bud induction, histology, organogenesis, Paulownia 
tomentosa, TDZ.
INTRODUCCIÓN
La búsqueda de nuevas fuentes de energía es una de las posibles 
alternativas para lograr un futuro sostenible para el sector agroforestal. En los 
últimos años, se está apostando por métodos de energía renovables como la 
producción de biomasa para garantizar la estabilidad y sostenibilidad de los 
cultivos y, en este contexto, el cultivo de paulownia se sitúa como una de las 
alternativas con mayores garantías de éxito. Este árbol, que tiene su origen 
en China occidental y central, fue introducido en las últimas décadas en los 
Estados Unidos y Europa como árbol ornamental debido a sus llamativas 
flores. La utilización de los cultivos energéticos de paulownia como base para 
el suministro de biomasa a las plantas de generación eléctrica, tiene como 
argumentos principales: la gran capacidad de adaptación de esta especie a 
todo tipo de suelos, la enorme productividad debido a su rápido crecimiento, 
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la ausencia de enfermedades, la menor necesidad de agua que otros cultivos 
con la misma producción, y la escasa necesidad de cuidados especializados 
(Bergmann, 1998; Ipecki y Gozukirmizi, 2004; Corredoira et al., 2008; 
Doumett et al., 2008). La utilidad de esta planta va más allá, ya que los residuos 
generados por su proceso de transformación también resultan valiosos para 
la actividad agroforestal. Así, las cenizas resultantes de la combustión de su 
biomasa ofrecen la posibilidad de ser utilizadas como abono dado su alto 
contenido de potasio. Al margen de su riqueza como materia prima para la 
obtención de biomasa, la paulownia aporta otras alternativas de diversificación 
al mundo agroforestal, entre las que destaca su empleo para la producción de 
madera, ya que por su resistencia y ligereza, es apta para la construcción 
de instrumentos musicales, para muebles o para revestimiento interior de 
caravanas, aviones y embarcaciones ligeras (Melhuish et al., 1990). Además 
este árbol tiene un gran sistema radical, unas elevadas tasas de transpiración y 
de tolerancia a altas concentraciones de metales tanto en cultivos hidropónicos 
como en suelos contaminados, lo que la convierte en especie muy prometedora 
para la fitorremediación de metales pesados (Doumett et al., 2008). 
La paulownia se propaga mediante semillas y estaquillas de raíz, pero 
en plantas adultas la formación de brotes adventicios en raíces disminuye 
(Burger et al., 1985). Las semillas germinan lentamente, y el desarrollo de 
las plántulas derivadas de ellas también es más lento que el de las plantas 
derivadas de las estaquillas de raíz (Bergmann y Moon, 1997). Además, 
ninguno de estos métodos de propagación vegetativa es propicio para la 
obtención de grandes cantidades de material. Por lo tanto, el desarrollo de 
métodos eficientes de propagación in vitro es un objetivo muy importante 
para la propagación en masa de árboles élite. En la bibliografía, existen varios 
trabajos sobre la multiplicación mediante la proliferación de yemas axilares 
en Paulownia tomentosa a partir de material adulto (Burger 1989; Song et al., 
1989), mientras que la regeneración mediante la inducción de brotes adventicios 
en este tipo de material apenas ha sido investigada en esta especie. Tan sólo 
en dos trabajos se describe el desarrollo de yemas adventicias y, en ambos a 
partir de material juvenil, y por tanto de valor no probado (Marcotrigiano y 
Stimart, 1983; Rao et al., 1996). Recientemente, se ha descrito un protocolo 
para el desarrollo de yemas adventicias a partir de hojas aisladas de brotes 
mantenidos in vitro y establecidos a partir de árboles adultos (Corredoira et 
al., 2008). 
4 Revista Real Academia Galega de Ciencias. Vol. XXIX
En ninguno de esos trabajos se describe el proceso anatómico que conduce 
a la formación de yemas adventicias. Herramientas biotecnológicas como la 
transformación genética o la mutagénesis no pueden ser aplicadas con éxito si 
los procesos que conducen a la morfogénesis no se conocen bien (Fortes y Pais, 
2000). Por este motivo, el objetivo de este trabajo ha sido dilucidar el origen de 
las yemas adventicias en explantos foliares de Paulownia tomentosa tratados 
con tidiazurón (TDZ) con el objeto de optimizar el sistema organogénico 
con vistas a su posible aplicación en transformación genética. Además se ha 
evaluado el efecto del tiempo de aplicación del TDZ y el régimen lumínico en 
la inducción de yemas adventicias.
MATERIAL Y MÉTODOS
Material vegetal
Como fuente de explantos foliares para los experimentos de inducción 
caulogénica se utilizaron cultivos stock establecidos a partir de un árbol de 17 
años de Paulownia tomentosa de acuerdo a Corredoira et al. (2008). Una vez 
estabilizados los cultivos, éstos se mantuvieron mediante la multiplicación de 
yemas axilares, con subcultivos cada 4 semanas, en medio MS (Murashige 
y Skoog, 1962) suplementado con 0,2 mg/l 6-benciladenina (BA), sacarosa 
3%, y agar Sigma 0,6%. El pH del medio fue ajustado a 5,6 antes de ser 
autoclavado a 115ºC durante 20 minutos. 
Se utilizaron mitades basales de las hojas aisladas a partir del primer nudo 
de brotes de 4 semanas y se cultivaron en medio de inducción suplementado 
con TDZ 22,7 µM en combinación con 2,9 µM ácido indol-3-acético (AIA) 
durante 2 semanas, y posteriormente, se transfieron a un medio con BA 
0,44 µM durante cuatro semanas. Se evaluaron factores como el tiempo de 
aplicación del TDZ (1, 2, 3, y 4 semanas) y el efecto de la luz/oscuridad en la 
fase de inducción. En cada experimento se utilizaron 8 placas con 5 explantos 
por placa (40 explantos), y cada placa se consideró una repetición. A las 
seis semanas, se tomaron datos correspondientes al porcentaje de explantos 
reactivos, a la media del número de yemas mayores 5 mm por explanto 
reactivo y a la longitud media de los brotes mayores 5 mm por explanto 
reactivo (mm).
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Una vez los explantos fueron transferidos a los diferentes medios de cultivo 
se mantuvieron en cámaras de crecimiento climatizadas. Se ha utilizado una 
cámara de oscuridad continua con una temperatura constante de 25ºC, y otra 
con luz fotoperiódica durante 16 horas suministrada por tubos fluorescentes 
de luz blanca (Mazdafluor 7D TF 36 w/LJ) con una densidad de flujo radiante 
de 30 µmol.m-2.s-1. En este caso, la temperatura fue de 25ºC durante las 16 
horas de luz y de 20ºC durante las 8 horas de oscuridad.
Estudio anatómico
Para el estudio anatómico, las mitades basales de los explantos foliares 
fueron recogidas diariamente durante las 2 semanas de cultivo en TDZ. En 
cada día de muestreo se recogieron cinco muestras, procesándose un total de 
45 muestras. El experimento se repitió dos veces en el tiempo. Los explantos 
se fijaron en FAA (formaldehído:ácido acético glacial:etanol 50, 5:5:90 (v/v/v)) 
durante 48 horas a temperatura ambiente. Los tejidos se deshidrataron en 
series crecientes de alcohol butílico y se embebieron en parafina (Jensen, 
1962). Las secciones, de un espesor 10 µm, se obtuvieron con un microtomo 
rotativo Reichert-Jung, y posteriormente, se tiñeron con safranina-verde 
rápido (Jensen, 1962) o con la reacción PAS-naphthol blue-black (O´Brien 
y McCully, 1981). Las microfotografías se realizaron con un microscopio 
Nikon-FXA equipado con una cámara digital Olympus DP71.
Análisis estadístico
Los valores expresados como porcentajes fueron transformados, 
previamente a su análisis estadístico, con la función arcoseno X1/2 que permitió 
la normalización de los valores. Los datos, tanto transformados como no, 
fueron tratados con el test de Levene de homogeneidad de varianzas. Los 
datos fueron analizados mediante un Análisis de la Varianza para un factor 
(ANOVA I). Las diferencias entre las medias, para un nivel de significación 
del 95% (p=0,05), se estimaron utilizando el test de la Diferencia Mínima 
Significativa (DMS) (Sokal y Rohlf, 1981) cuando el test de homogeneidad 
fue satisfecho o el test C de Dunnet cuando el test de homogeneidad no fue 
superado.
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RESULTADOS
Inducción de yemas adventicias
En trabajos previos, se había establecido un protocolo para la inducción 
de yemas adventicias en mitades basales de explantos foliares obtenidos a 
partir de cultivos establecidos y mantenidos mediante la proliferación de 
yemas axilares de tres árboles de Paulownia tomentosa (Corredoira et al., 
2008). En ese trabajo se determinó que el tratamiento óptimo de inducción 
caulogénica consistía en TDZ 22,7 µM en combinación con 2,9 µM AIA 
durante 2 semanas. Asimismo, se estableció que la repuesta caulogénica varía 
significativamente con la posición de la hoja a lo largo del brote, reduciéndose 
de forma basipétala, de tal manera que las hojas del primer nudo son las que 
obtuvieron los mayores porcentajes de inducción. Esto motivó que se utilizaran 
las hojas de esa posición en el presente estudio. 
En primer lugar, se ha estudiado el tiempo de aplicación del TDZ 
evaluando para ello 1, 2, 3 y 4 semanas en TDZ con posterior transferencia a 
un medio de la misma composición pero con BA 0,44 µM hasta completar 6 
semanas de cultivo. En este experimento se observó respuesta organogénica 
en todos los tiempos de exposición evaluados (Tabla 1). El porcentaje de 
caulogénesis está afectado por el tiempo en TDZ (p≤0,01), obteniéndose 
porcentajes que oscilan entre 25 y 80%. El tiempo de aplicación del TDZ 
también afectó significativamente a la longitud media de los brotes por 
explanto reactivo (p≤0,001), períodos de exposición superiores o inferiores a 
2 semanas disminuyen la longitud de los brotes. Por otro lado,  el número de 
yemas por explanto reactivo no está afectado por el tiempo de aplicación de 
TDZ, aunque aumenta a medida que aumenta el tiempo de exposición. 
Podemos concluir por tanto, que la aplicación de TDZ entre 2 y 4 semanas 
es necesaria para lograr elevados porcentajes de inducción caulogénica, pero 
teniendo en cuenta el número de yemas por explanto reactivo y la longitud 
de los brotes, 2 semanas es el período óptimo para la inducción de yemas 
adventicias de mejor calidad. Sin embargo, si el protocolo se fuera a utilizar 
para la transformación genética de paulownia períodos de inducción de 4 
semanas en TDZ deberían ser evaluados.
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Tabla 1. Efecto del tiempo de aplicación de TDZ en la inducción de yemas adventicias 
en mitades basales de hojas de Paulownia tomentosa.
Por otro lado, se evaluó el efecto de la aplicación de luz o de oscuridad 
durante las dos semanas de incubación en TDZ. En la Tabla 2, se puede 
observar que la oscuridad afectó negativamente en todos los parámetros 
evaluados cuando se comparó con el tratamiento control con luz. 
Tabla 2. Efecto del régimen lumínico en la inducción de yemas adventicias en explantos 
foliares de Paulownia tomentosa.
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Estudio anatómico
Iniciado el cultivo en medio de inducción con TDZ, los primeros cambios 
morfológicos en las hojas comienzan a apreciarse a partir del día 6, en el que 
los pecíolos comienzan a hincharse y a formar a callo. Entre el día 8 y 10 de 
cultivo en TDZ se hacen visibles los primordios de las yemas adventicias, que 
se desarrollan principalmente a partir del callo que se ha formado en la zona 
de corte del pecíolo. A partir del día 12, las yemas son perfectamente visibles 
en el pecíolo (Fig 1 A y B) y comienzan a diferenciarse en la lámina en las 
zonas de corte a la altura de las nerviaciones. Las yemas, que presentan un 
color rojizo, son elongadas al ser transferidas a un medio con BA 0,44 µM. 
Dado que el pecíolo es la región en la que aparecen la mayor parte de las 
yemas, ésta fue la zona donde se centró el estudio histológico del proceso 
caulogénico.
Figura 1.  A. Inducción de caulogénesis en explantos foliares de Paulownia tomentosa 
en medio de inducción con 5 mg/l de TDZ y 0,5 mg/l de AIA. B. Detalle de una mitad basal 
de una hoja de Paulownia tomentosa en medio de inducción con 5 mg/l de TDZ y 0,5 mg/l 
de AIA donde se observa la formación de yemas adventicias a partir del callo formado en el 
peciolo.
El análisis histológico realizado en los pecíolos de Paulownia tomentosa, 
nos permite conocer los detalles del  proceso de formación de yemas 
adventicias que tiene lugar al cultivarlos en medios con TDZ. A partir de este 
estudio, podemos concluir que las yemas adventicias se desarrollan de forma 
directa a partir de las capas epidérmica y subepidérmica, e indirectamente a 
partir de las capas más superficiales del callo que se desarrolla en la superficie 
de corte. 
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Los pecíolos en el día 0 tienen una capa de células epidérmicas formada 
por una única capa de células isodiamétricas en la que se aprecia la presencia 
de numerosos tricomas. Bajo la epidermis y la subepidermis, se encuentra el 
parénquima fundamental compuesto por células de mayor tamaño, vacuoladas 
y con pocos espacios intercelulares. Las células de las capas más externas 
y las más internas del mismo son de menor tamaño que las situadas en la 
zona media. En la zona más interna del pecíolo podemos distinguir el tejido 
vascular que adopta una forma de arco abierto hacia el lado adaxial. Los haces 
vasculares están dispuestos de forma colateral con el floema orientado hacia 
el lado abaxial, sin apenas esclerénquima, y el xilema formado por células 
con paredes más lignificadas y orientado hacia el lado adaxial (Fig 2A). 
Los primeros cambios anatómicos comienzan entre los 2 y 3 días en 
el medio con TDZ y AIA. Las secciones histológicas muestran que se ha 
iniciado la activación celular o desdiferenciación, observándose la presencia 
de células con núcleos y nucleolos prominentes en la epidermis y subepidermis, 
principalmente en el lado adaxial del pecíolo (Fig 2B), y en algunas zonas 
del parénquima fundamental próximas al tejido vascular. En estas zonas se 
observan algunas divisiones mitóticas que dan lugar en la parte más externa 
la formación de grupos de células que comparten la pared celular (Fig 2C). 
En esta etapa se observan todavía numerosos gránulos de almidón, que 
son de mayor tamaño, y se encuentran más densamente condensados en la 
proximidad del sistema vascular.
Las continuas divisiones que se producen durante los días siguientes, 
sobre todo periclinales, en la subepidermis y en las zonas más externas del 
parénquima fundamental dan lugar a nuevas células que hacen que la superficie 
del pecíolo aparezca ondulada (Fig 2D). Al mismo tiempo la proliferación de 
las células en la superficie de corte, da lugar a la formación de un callo de 
cicatrización caracterizado por la presencia en su parte más interna de células 
parenquimáticas de mayor tamaño con espacios intercelulares, mientras 
que las zonas más periféricas están formadas por células de menor tamaño 
con citoplasmas más densos. Las zonas más profundas del parénquima 
fundamental situadas en las proximidades de los haces vasculares, sufren 
divisiones en distintos planos que dan lugar a la formación de un meristemo 
de tipo cambial que diferencia elementos vasculares (traqueidas) en las zonas 
más internas del callo (Fig 2E).
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Figura 2. Estudio histológico de la formación de yemas adventicias en explantos 
foliares de Paulownia tomentosa cultivados con 5 mg/l de TDZ y 0,5 mg/l de AIA. A. Sección 
transversal del pecíolo en el día 0 (ad: lado adaxial, ab: lado abaxial). B. Activación de las 
células subepidérmicas en el lado adaxial del pecíolo a los 2 días de cultivo. Las flechas 
muestran divisiones periclinales en las células subepidérmicas. C. Divisiones periclinales 
en la zona subepidérmica a los 3 días de iniciado el cultivo con TDZ. D. Engrosamiento 
del pecíolo en el día 6 como consecuencia de la proliferación de las células epidérmicas 
y subepidérmicas. E. Sección transversal del pecíolo a los 6 días de cultivo mostrando la 
proliferación de las células subepidérmicas y del parénquima fundamental para formar 
un callo de cicatricación con numerosos elementos vasculares (traqueidas, tr). F. Células 
meristemáticas en la zona epidérmica y subepidérmica después de 8 días de cultivo.
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Entre los días 8-10, las divisiones celulares dan lugar a la formación de 
una especie de cambium caracterizado por la presencia de filas de células 
que se disponen paralelamente a la superficie del explanto. Esta zona podría 
ser definida como un tipo de meristemo secundario, formado por células 
rectangulares, vacuoladas, de menor tamaño que las subepidérmicas, con 
un núcleo prominente situado en una posición lateral o central. Al mismo 
tiempo y especialmente en la zona adaxial del pecíolo se observa que algunas 
de las células más próximas a la epidermis presentan aspecto meristemático. 
Este estado meristemático se  caracterizó por su pequeño tamaño, su forma 
isodiamétrica, con un citoplasma denso que se tiñe intensamente con la 
safranina y el naphtol blue, con núcleos y nucleolos prominentes localizados 
centralmente y con  una relación núcleo/célula alta. Además, algunas células 
epidérmicas adquieren características meristemáticas, y comienzan dividirse 
anticlinamente (Fig 2F). Esta diferenciación continua da lugar a la formación 
de pequeños grupos de células meristemáticas, llamados meristemoides, que 
se pueden observar alrededor del día 10 en las regiones más externas del tejido 
derivado de las capas epidérmicas y subepidérmicas en la zona adaxial del 
pecíolo (Fig 3A). Los meristemoides incrementan progresivamente su tamaño 
y su número, formando estructuras más o menos polarizadas (Fig 3B). De igual 
forma,  las numerosas divisiones que se producen en el parénquima fundamental 
y en las zonas tipo cambium dan lugar a un incremento de la formación de 
callo con la presencia de numerosas traqueidas. Los meristemoides que se 
diferencian en la cara adaxial del pecíolo parecen tener un origen directo, 
mientras que el resto tendría un origen indirecto formándose en la superficie 
del callo de cicatrización.
En días posteriores, los meristemoides evolucionan a primordios de 
yemas mediante divisiones celulares organizadas y la diferenciación de una 
protodermis. Sobre el día 15 ya se han desarrollado haces procambiales que 
establecen las conexiones con el tejido vascular subyacente formado en el 
seno del callo en el caso de las yemas que tienen un origen indirecto (Fig. 3C) 
o bien la conexión con el tejido vascular del explanto en las que se forman 
en el lado adaxial del pecíolo y que parecen mostrar un origen directo. La 
diferenciación estructural del meristemo apical y de los primordios foliares 
permite la formación de yemas completas después de 15-20 días de cultivo. 
La formación de yemas adventicias es un proceso asincrónico, pudiéndose 
observar yemas bien formadas, junto a meristemoides, así como grupos de 
yemas fusionadas y estructuras anormales. 
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Figura 3. Estudio histológico del desarrollo de yemas adventicias en explantos 
foliares de Paulownia tomentosa cultivados in vitro en medios con TDZ. A. Meristemoide 
desarrollado en la zona adaxial del pecíolo después de 10 días de cultivo. B. Primordio de 
yema desarrollado a los 12 días de cultivo con TDZ. C. Desarrollo de elementos vasculares 
que establecen las conexiones vasculares entre las yemas adventicias y los elementos 
traqueales (tr) diferenciados en el seno del callo el día 15 de cultivo. D. Planta de Paulownia 
tomentosa obtenida a partir un brote enraizado y aclimatado que había sido inducido en un 
explanto foliar tratado con 5 mg/l de TDZ y 0,5 mg/l de AIA.
DISCUSIÓN
En muchas especies leñosas la inducción de yemas adventicias en  TDZ 
se realiza con tratamientos de al menos 3 semanas (Martínez-Pulido et al., 
1990; Cuenca et al., 2000; Couselo y Corredoira, 2004). En caso de paulownia 
hemos comprobado que con dos semanas de crecimiento en TDZ es suficiente 
para obtener elevadas tasas de organogénesis. Aunque el porcentaje de 
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inducción de yemas es similar en 2, 3 y 4 semanas en TDZ, el número de 
yemas  por explanto reactivo se incrementa a medida que aumenta el tiempo de 
exposición. Esto está de acuerdo con lo mencionado por Huetteman y Preece 
(1993) que afirman que el TDZ puede inducir la formación de numerosos 
brotes en diversas especies leñosas pero altas concentraciones o tiempos 
prolongados de exposición, aumentan el número de yemas pero disminuyen su 
elongación. En nuestro caso, también, hemos observado una disminución de la 
longitud de los brotes en los tratamientos de 3 y 4 semanas con respecto a dos 
semanas en TDZ, si bien los brotes son normales y mantienen su capacidad 
de elongación.
Los explantos exudan con frecuencia compuestos fenólicos que pueden 
inhibir la supervivencia y la formación de yemas (Yang et al., 2004). Se sabe 
que la aplicación de un período de oscuridad durante la inducción de las yemas 
adventicias reduce la presencia de ese tipo de exudados (Mitsukuri et al., 
2009). Así, por ejemplo la regeneración de brotes adventicios en cotiledones 
de Eucalyptus grandis mejora con la aplicación de 28 días de oscuridad antes 
de su transferencia a luz (Lainé y David, 1994). En nuestro caso, los resultados 
obtenidos muestran que la aplicación de oscuridad durante la inducción con 
TDZ disminuye significativamente la caulogénesis. proximidades de los haces 
vasculares,
La organogénesis in vitro es el resultado de una serie de procesos que se 
producen de forma sucesiva, y que depende de estímulos externos e internos 
y de la capacidad de las células para responder a estos estímulos (Magyar-
Tabori et al., 2010). Ese proceso se podría dividir en 3 etapas: 1) Competencia 
o desdiferenciación: la capacidad que tienen las células para responder a 
una señal específica para la inducción de órganos se denomina competencia 
(Howell et al., 2003). La competencia no es un estado pasivo sino un estado 
adquirido. Los reguladores del crecimiento y el daño ocasionado en los tejidos 
durante el cultivo in vitro, generalmente, desencadena una situación de estrés 
que conlleva la producción de una serie de compuestos que pueden inducir 
la formación de callo y la desdiferenciación de las células que componen los 
tejidos cultivados in vitro; esta desdiferenciación implica la adquisición de la 
competencia organogénica (Sugiyama, 1999). 2) Determinación: las células que 
anteriormente han adquirido la competencia organogénica son determinadas 
por un balance específico de reguladores de crecimiento para la formación 
de un tipo de órgano. La formación de yemas adventicias normalmente es 
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inducida en las células competentes por las citoquininas presentes en el medio 
(Gahan y George, 2008); en el caso de paulownia ha sido incorporación de 
TDZ al medio. 3) Morfogénesis: esta etapa se considera independiente de los 
reguladores de crecimiento añadidos al medio, no obstante, hay autores que 
señalan que el tipo de reguladores y el período de aplicación son críticos para 
la activación y para la progresión del programa de desarrollo de las células 
vegetales a órganos (Yancheva et al., 2003). 
En la formación de los meristemos adventicios podemos señalar dos 
orígenes: directo e indirecto. En el primero de ellos, los meristemos se originan, 
sin una fase intermedia de proliferación de un tejido de callo indiferenciado, a 
partir de células que ya tienen la competencia organogénica, mientras que en 
el segundo caso los meristemos se forman indirectamente a partir de células 
no especializadas, y que previamente se desdiferencian para formar un callo, 
a partir del cual se produce la formación de los primordios de yema (Yancheva 
et al., 2003; Gahan y George, 2008). Ambos tipos de regeneración han sido 
ampliamente descritos en los procesos de organogénesis que tienen lugar en 
otras leñosas (Malus x domestica, Yancheva et al., 2003; Fagus orientalis, 
Cuenca y Vieitez, 1999; Passiflora edulis, Fernando et al., 2007; Pinus radiata, 
Villalobos et al., 1985; y Abies frasieri, Saravitz et al., 1993). En P. tomentosa, las 
yemas adventicias se originan también de forma directa e indirecta. En ambos 
orígenes, las células precursoras de los meristemoides que van a dar lugar a 
las yemas se encuentran en las capas epidérmica y subepidérmica. Aunque en 
Angiospermas no se conoce con exactitud el origen de los meristemoides, se 
ha descrito la implicación de estos tejidos superficiales en la formación de las 
yemas adventicias en numerosas especies como Malus (Caboni et al., 1996), 
Vitis (Torregrosa y Bouquet, 1996), Eucalyptus (Hervé et al., 2001) o Fagus 
(Cuenca y Vieitez, 1999). En P. tomentosa, la formación directa de las yemas 
tiene lugar a partir de células aisladas o grupos de células, que como ya se 
ha mencionado, se localizan en las regiones subepidérmica o epidérmica del 
explanto, principalmente en el lado adaxial del pecíolo, que no está en contacto 
con el medio de cultivo, mientras que las yemas originadas de forma indirecta 
se desarrollan a partir de un meristemo secundario o cambium difuso que se 
forma en las zonas más superficiales del callo de cicatrización formado en la 
zona de corte. Así por ejemplo, en la formación de yemas adventicias en pecíolos 
de Amorphophallus, Hu et al. (2005) también observan la diferenciación de 
una zona meristemática larga y estrecha en la subepidermis a partir de la 
cual tiene lugar la formación indirecta de los meristemoides. Según Gautheret 
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(1959) este cambium difuso es el resultado de la proliferación que se produce 
en una determinada dirección como consecuencia del contacto con el medio 
de cultivo. Las células meristemáticas que forman ese meristemo secundario 
proceden, por tanto, de sucesivas divisiones periclinales. La aparición de los 
primeros meristemoides parece estar relacionado con un cambio en el modelo 
de división de las células que hasta el momento sólo se dividían periclinalmente. 
La división anticlinal de estas células da lugar a la formación de un grupo de 
pocas células meristemáticas. 
Los modelos de división tienen una gran importancia en la definición de 
las primeras células meristemáticas que conducen a la organización de los 
meristemoides. En discos foliares de Saintpaulia, Lo et al. (1997) observan que 
en las células epidérmicas  inicialmente se producen divisiones periclinales, 
y posteriormente alguna de las células de estas divisiones periclinales (célula 
diana) se divide periclinal y anticlinalmente para formar un centro de división 
celular (meristemoide) que sería el precursor de la yema adventicia. La 
formación de estas células diana puede considerarse como una adquisición 
de competencia para la formación de los primordios caulinares. Cambios 
similares en el modelo de división celular de periclinal a anticlinal durante la 
diferenciación de los promeristemoides han sido descritos en algunas especies 
de coníferas (Villalobos et al., 1985; Flinn et al., 1988).
Los meristemoides en Paulownia tomentosa son evidentes hacia el día 
10 de cultivo y su evolución a primordio de yema y, posteriormente, a yemas 
adventicias es rápido, de manera que entre el día 12-15 son visibles las primeras 
yemas. A la vez que se produce la desdiferenciación celular que permite 
la formación de células meristemáticas en las zonas más superficiales del 
explanto, en las zonas más internas del parénquima fundamental, tiene lugar 
la diferenciación de elementos vasculares (traqueidas), que posteriormente 
establecen las conexiones vasculares con las yemas adventicias. La 
proliferación de este tejido vascular en el seno del parénquima llega a alcanzar 
las dimensiones de un callo interno, aunque en este callo interno nunca se han 
diferenciado meristemoides. De igual modo, Cuenca y Vietiez (1999)  señalan 
la formación de dos tipos de callo en los pecíolos de haya cultivados in vitro 
con TDZ, un callo formado a partir de las capas epidérmica y subepidérmica 
y un callo interno formado por la división de las células asociadas a los haces 
vasculares, que nunca diferenció meristemoides.
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Este protocolo podría ser una herramienta valiosa no sólo para la 
micropropagación de la especie, sino también para la aplicación de técnicas de 
transformación genética, ya que nos permite determinar las regiones concretas 
del explanto foliar donde va a tener lugar la iniciación de los meristemoides, y 
por tanto cuáles deben ser las células objetivo de la transformación genética. 
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